EP 3 067 414 A1

(19)

(12)

(43)

(21)

(22)

Europdisches
Patentamt

European

Patent Office

Office européen
des brevets

(11) EP 3 067 414 A1

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN

Date de publication:
14.09.2016 Bulletin 2016/37

Numéro de dépdt: 16168232.3

Date de dépot: 27.03.2014

(51)

Int Cl.:

C12N 1/12 (2006.01) C12P 21/00 (2006.07)

(84)

(30)

(62)

(71)

Etats contractants désignés:

AL AT BEBG CH CY CZDE DK EE ES FIFRGB
GRHRHUIEISITLILTLULVMC MKMT NL NO
PL PT RO RS SE SI SK SM TR

Etats d’extension désignés:

BA ME

Priorité: 29.03.2013 FR 1352857
19.08.2013 FR 1358052

Numeéro(s) de document de la (des) demande(s)
initiale(s) en application de I'article 76 CBE:
14713448.0 / 2 978 837

Demandeur: Roquette Fréres
62136 Lestrem (FR)

(72)

(74)

Inventeurs:

MACQUART, Gabriel

62350 MONT BERNANCHON (FR)
DELAROCHE, Sylvain

62219 LONGUENESSE (FR)

LE RUYET, Marie

62400 BETHUNE (FR)

SEGUEILHA, Laurent

59520 MARQUETTE LEZ LILLE (FR)

Mandataire: Cabinet Becker et Associés
25, rue Louis le Grand
75002 Paris (FR)

Remarques:

Cette demande a été déposée le 04-05-2016 comme
demande divisionnaire de la demande mentionnée
sous le code INID 62.

(54)

(57)

PROCEDE D’ENRICHISSEMENT EN PROTEINES DE LA BIOMASSE DE MICROALGUES

L’invention se rapporte a un procédé d’enrichissement en protéines d’'une microalgue cultivée en hétérotrophie,
microalgue du genre Chlorella, caractérisé en ce que la culture hétérotrophique comporte une étape visant a limiter la
croissance de ladite microalgue par une carence du milieu de fermentation en une source nutritionnelle non azotée.

Printed by Jouve, 75001 PARIS (FR)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 3 067 414 A1
Description

[0001] La présenteinvention se rapporte a un procédé d’enrichissement en protéines de la biomasse de microalgues,
plus particulierement du genre Chlorella, plus particulierement encore de I'espéce Chlorella sorokiniana ou Chlorella
protothecoides.

[0002] Les algues, macro et micro, ont une richesse spécifique en grande partie inexplorée. Leur exploitation a des
fins alimentaire, chimique ou bioénergétique est encore trés marginale. Elles recélent cependant des composants de
grande valeur, que seule la faune marine, qui s’en nourrit, n’est véritablement capable d’en apprécier la richesse et
'abondance.

[0003] Les microalgues sont en effet des sources de vitamines, lipides, protéines, sucres, pigments et antioxydants.
[0004] Lesalguesetmicroalgues intéressentainsile secteur industriel quiles utilise pour la fabrication de compléments
alimentaires, d’aliments fonctionnels, de cosmétiques, de médicaments ou pour 'aquaculture.

[0005] Les microalgues sont avant tout des microorganismes photosynthétiques qui colonisent tous les biotopes
exposés a la lumiére.

[0006] A TI'échelle industrielle, leur culture monoclonale est réalisée dans des photobioréacteurs (conditions
autotrophiques : a la lumiére avec du CO,) ou pour certaines d’entre elles, également dans des fermenteurs (conditions
hétérotrophiques : a I'obscurité en présence d’'une source carbonée).

[0007] Quelques espéces de microalgues sont en effet capables de pousser en absence de lumiere : Chlorella, Nitzs-
chia, Cyclotella, Tetraselmis, Crypthecodinium, Schizochytrium.

[0008] Il est d’ailleurs estimé que la culture en conditions hétérotrophiques codte 10 fois moins chére qu’en conditions
phototrophiques car, pour 'THomme du métier, ces conditions hétérotrophiques autorisent :

- lutilisation de fermenteurs identiques a ceux utilisés pour les bactéries et les levures et permettent le contrdle de
tous les parametres de culture.
- la production de biomasses en quantité bien plus élevée que ce qui est obtenu par culture basée sur la lumiére.

[0009] L’exploitation rentable des microalgues nécessite généralement la maitrise des conditions de fermentation
permettant d’accumuler ses composants d’intérét, tels que :

- les pigments (chlorophylle a, b et c, R-caroténe, astaxanthine, lutéine, phycocyanine, xanthophylles, phycoérythri-
ne...) dont la demande est croissante, tant pour leurs remarquables propriétés antioxydantes, que pour leur apport
de couleurs naturelles dans I'alimentation,

- les protéines, ceci afin d’en optimiser les qualités nutritives ; ou

- leslipides, ceci afin d’'optimiser leur contenu en acides gras (jusqu’a 60 %, voir 80 % en poids de leur matiére séche)
notamment pour :

¢ les applications biocarburants, mais aussi

* les applications en Alimentation humaine ou animale, lorsque les microalgues sélectionnées produisent des
acides gras polyinsaturés ou PUFAs dits "essentiels" (i.e. apportés par I'alimentation car ne sont pas naturel-
lement produits par ’lhomme ou I'animal).

[0010] Pour parvenir a ce résultat, de premiers procédés de fermentation permettant d’obtenir de hautes densités
cellulaires (acronyme anglais : HCD pour High-Cell-Density) ont été ainsi beaucoup travaillés, de maniére a obtenir des
rendements et productivités maximales en protéines ou en lipides.

[0011] L’objectif de ces cultures HCD était I'obtention de la concentration la plus élevée possible du produit souhaité
dans le laps de temps le plus court.

[0012] Ce précepte se vérifie par exemple pour la biosynthése d’astaxanthine par Chlorella zofingiensis, ou la cr-
oissance de la microalgue s’est avérée corrélée directement avec la production de ce composé (Wang and Peng, 2008,
World J Microbiol. Biotechno/., 24(9), 1915-1922).

[0013] Cependant, le fait de maintenir la croissance a son taux maximal u, en h-1) n’est pas toujours corrélé avec la
production élevée du produit souhaité.

[0014] Il est en effet vite apparu aux spécialistes du domaine qu’il faut par exemple soumettre les microalgues a un
stress nutritionnel qui limite leur croissance lorsqu’on souhaite leur faire produire d’'importantes réserves lipidiques.
[0015] Il est donc procédé désormais au découplage croissance / production dans les procédés fermentaires.
[0016] Par exemple, pour favoriser I'accumulation d’acides gras polyinsaturés (ici I'acide docosahexaénoique ou
DHA), la demande de brevet WO 01/54510 recommande de dissocier la croissance cellulaire et la production d’acides
gras polyinsaturés.

[0017] Chez la microalgue Schizochytrium sp souche ATCC 20888, il est ainsi procédé a une premiére phase de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

EP 3 067 414 A1

croissance sans limitation en oxygéne, de maniéere a favoriser I'obtention d’une haute densité cellulaire (plus de 100 g/l)
puis, dans une deuxiéme phase, de ralentir progressivement I'apport en oxygene, afin de stresser la microalgue, ralentir
sa croissance et enclencher la production des acides gras d’intérét.

[0018] Chezla microalgue Crypthecodinium cohnii, la teneur la plus élevée en acide docosahexaénoique (DHA, acide
gras polyinsaturé) est obtenue a faible concentration en glucose (de I'ordre de 5 g/l), et ainsi a faible taux de croissance
(Jiang and Chen, 2000, Process Biochem., 35(10), 1205-1209).

[0019] Cesrésultatsillustrentbien le fait que les cinétiques de formation des produits peuvent aussi bien étre associées
defagon positive que de fagon négative avec la croissance des microalgues, voire méme avec une combinaison des deux.
[0020] De ce fait, dans les cas ou la formation des produits n’est pas corrélée avec une croissance cellulaire élevée,
il est judicieux de maitriser le taux de croissance cellulaire.

[0021] Engénéral, ’homme du métier choisit de contréler la croissance des microalgues par la maitrise des conditions
de fermentation (Tp, pH...), ou par I'alimentation régulée en composants nutritionnels du milieu de fermentation (condi-
tions semi continues dites « fed-batch »).

[0022] S'il choisit de contrOler la croissance des microalgues en hétérotrophie par I'apport en sources carbonées,
’lhomme du métier choisit généralement d’adapter la source carbonée (glucose pur, acétate, éthanol...) a la microalgue
(C. cohnii, Euglena gracilis...) en fonction du métabolite produit (par exemple un acide gras polyinsaturé de type DHA).
[0023] La température peut-étre également un parameétre clef :

- ila par exemple était rapporté que la synthése d’acides gras polyinsaturés chez certaines espéces de microalgues,
tel que 'EPA par Chlorella minutissima, est favorisée a une plus basse température que celle requise pour la
croissance optimale de ladite microalgue;

- aucontraire le rendement en lutéine est plus élevé chez Chlorella protothecoides cultivée en hétérotrophie, lorsque
I'on augmente la température de production de 24 a 35°C.

[0024] Chilorella protothecoides est justement reconnue comme une des meilleures microalgues productrices d’huile.
[0025] En conditions hétérotrophiques, elle transforme rapidement les hydrates de carbone en triglycérides (plus de
50 % de sa matiere séche).

[0026] Pour optimiser cette production en triglycérides, 'homme du métier est amené a optimiser le flux carboné vers
la production d’huile, en agissant sur I'environnement nutritionnel du milieu de fermentation.

[0027] Il est ainsi connu que I'accumulation en huile se produit lors d’'un apport carboné suffisant, mais dans des
conditions de carence en azote.

[0028] Le rapport C/N est donc ici déterminant, et il est admis que les meilleurs résultats sont obtenus en agissant
directement sur la teneur en azote, la teneur en glucose n’étant pas limitante.

[0029] De maniére non surprenante, cette carence en azote affecte la croissance cellulaire, ce qui résulte en un taux
de croissance de 30 % plus faible que le taux de croissance normal de la microalgue (Xiong et al., Plant Physiology,
2010, 154, pp1001-1011).

[0030] Pourexpliquer cerésultat, Xiong et al, dans 'article cité supra, démontrent en effet que si I'on divise la biomasse
de Chlorella en ses 5 composants principaux, i.e. hydrates de carbone, lipides, protéines, ADN et ARN (représentant
85 % de sa matiere séche), si le rapport C/N n’a aucun impact sur la teneur en ADN, ARN et hydrates de carbone, il
devient prééminent pour le contenu en protéines et en lipides.

[0031] C’estainsi que les cellules de Chlorelles cultivées avec un rapport C/N faible contiennent 25,8 % de protéines
et 25,23 % en lipides, tandis qu’un rapport C/N élevé permet la synthése de 53,8 % de lipides et 10,5 % de protéines.
[0032] Pouroptimiser sa production en huile, il est donc primordial pour 'lhomme du métier de contréler le flux carboné
en le déviant vers la production d’huile, au détriment de la production des protéines ; le flux carboné est redistribué et
s’accumule en substances de réserve lipidiques quand les microalgues sont placées en milieu carencé en azote.
[0033] Fort de cet enseignement, pour la production de biomasses riches en protéines, ’lhomme du métier est donc
amené a prendre I'opposé de ce contréle métabolique, i.e. travailler les conditions de fermentation en favorisant plutét
un rapport C/N faible, et ainsi :

- réaliser un apport important en source d’azote au milieu de fermentation, tout en maintenant constant la charge en
source carbonée qui sera convertie en protéines et
- stimuler la croissance de la microalgue.

[0034] Il s’agit de modifier le flux carboné vers la production de protéines (et donc de biomasses), au détriment de la
production des lipides de réserve.

[0035] Dans le cadre de l'invention, la société Demanderesse a choisi d’explorer une voie originale en proposant une
solution alternative a celle classiquement envisagée par ’lhomme du métier.

[0036] L’invention porte ainsisurun procédé d’enrichissement en protéines d’une microalgue cultivée en hétérotrophie,
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microalgue du genre Chlorella, plus particulierement encore Chlorella sorokiniana ou Chlorella protothecoides, procédé
de culture hétérotrophique qui comporte une étape visant a limiter la croissance de ladite microalgue par une carence
du milieu de fermentation en une source nutritionnelle non azotée.

[0037] Cette étape est une étape de culture hétérotrophique ou un facteur nutritif non-azoté est apporté en quantité
insuffisante dans le milieu pour permettre la croissance de la microalgue. Il est a noter que par quantité insuffisante
n’est pas entendu un apport nul en ce facteur nutritif. Cette phase de carence nutritive conduit alors a ralentir (limiter)
le métabolisme cellulaire, sans I'inhiber totalement.

[0038] Au sens de l'invention, « I'enrichissement » s’entend d’une augmentation de la teneur en protéines de la bio-
masse d’au moins 15 %, de préférence d’au moins 20 % en poids, de maniére a atteindre une teneur en protéines de
la biomasse de plus de 50 % en poids.

[0039] L’invention couvre plus précisément un procédé de culture hétérotrophique desdites microalgues comportant
une étape visant a limiter la croissance de ladite microalgue par une carence du milieu de fermentation en une source
nutritionnelle non azotée.

[0040] Ainsila présente invention est relative a un procédé d’enrichissement en protéines d’une microalgue cultivée
en hétérotrophie, microalgue du genre Chlorella, plus particulierement encore Chlorella sorokiniana ou Chlorella proto-
thecoides, le procédé comprenant la culture hétérotrophique qui comporte une étape visant a limiter la croissance de
ladite microalgue par une carence du milieu de fermentation en une source nutritionnelle non azotée, permettant ainsi
d’atteindre une teneur en protéines de la biomasse de plus de 50 % en poids.

[0041] Par « carence du milieu de fermentation en une source nutritionnelle non azotée » on entend une culture dans
laquelle au moins un des facteurs nutritifs non-azoté est apportée a la microalgue en quantité insuffisante pour permettre
sa croissance.

[0042] Notamment, la source nutritionnelle est carencée de sorte a obtenir une vitesse de croissance diminuée de 10
a 60 % par rapport a la vitesse de croissance sans limitation de ladite source nutritionnelle. Il est notamment proposé
de diminuer la vitesse de croissance de 10 a 60 % par rapport a la vitesse de croissance sans limitation en glucose,
notamment de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 ou 55 % par rapport a la vitesse de croissance sans limitation en glucose.
De préférence, la vitesse de croissance est diminuée de 15 a 55 %.

[0043] La durée de la phase de culture carencée en un facteur nutritif, notamment le glucose, est au moins 1 h, de
préférence d’au moins 10 h, plus préférentiellement d’au moins 20 h, notamment entre 30 et 60 h.

[0044] Cela se traduit par une absence de facteur nutritif résiduel non-azoté dans le milieu de culture, la microalgue
consommant ce facteur nutritif au fur et a mesure de son apport. Cependant, 'absence de facteur nutritif résiduel non-
azoté dans le milieu de culture est a distinguer d’'une situation dans laquelle la microalgue est totalement privée du
facteur nutritif.

[0045] Au sens de l'invention, le critere essentiel est donc bien la limitation de la croissance cellulaire induite par un
stress, stress cellulaire provoquée par la carence d’une substance nutritive non azotée du milieu de fermentation.
[0046] Cette stratégie va donc bien a I'encontre du préjugé technique selon lequel pour augmenter la teneur en
protéines de la biomasse, il faut immanquablement augmenter cette biomasse et donc la croissance cellulaire.

[0047] On entend par "une source nutritionnelle non azotée", une substance nutritive choisie par exemple dans le
groupe constituée du glucose et des phosphates.

[0048] Comme il sera exemplifié ci-aprés, on peut choisir avantageusement de limiter la croissance de :

- Chlorella sorokiniana par une carence en glucose du milieu de fermentation,
- Chlorella protothecoides par une carence en phosphates du milieu de fermentation.

[0049] Notamment, pour ces souches, la substance nutritive est apportée de maniére a obtenir une vitesse de crois-
sance comprise entre 0,06 h-1 et 0,09 h-1.

[0050] Dans un mode trés particulier, la souche de Chlorella sorokiniana est la souche UTEX 1663 - The Culture
Collection of Algae at the University of Texas at Austin - USA. Dans un mode trés particulier, la souche de Chlorella
protothecoides est la souche CCAP211/8D - The Culture Collection of Algae and Protozoa, Scotland, UK.

[0051] De maniére optionnelle, la limitation de la croissance de ladite microalgue peut étre obtenue par I'ajout dans
le milieu de culture de substances inhibitrices de la croissance cellulaire, comme les sulfates.

[0052] Parailleurs, sans étre liée par une quelconque théorie, la société Demanderesse a trouvé que le flux de glucose
est normalement utilisé chez les microalgues du genre Chlorella sorokiniana selon un ordre de priorité bien précis :

1. le métabolisme basal,
2. la croissance, i.e. formation d’une biomasse riche en protéines,

3. les substances de réserve (lipides et hydrates de carbone tel 'amidon).

[0053] Ce principe permet d’expliquer les variations naturelles de teneur en protéines au cours de la croissance de
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la microalgue, malgré I'apport constant en azote.

[0054] La société Demanderesse a ainsi trouvé que, pour enrichir la biomasse de microalgues en protéines, il faut
limiter la croissance de la microalgue et contréler sa consommation en source nutritive autre que I'azote, par exemple
en glucose de maniére a:

- dédier la consommation en glucose toute entiere aux voies de production de protéines,
- éviter l'accumulation de substance de réserve comme les lipides.

[0055] En effet, éviter une carence en azote permet d’empécher la déviation des flux métaboliques vers la production
de lipides.

[0056] De maniere optionnelle, il peut étre avantageux d’aller jusqu’a bloquer complétement toute synthése de matériel
de réserve, en agissant par l'intermédiaire d’inhibiteurs spécifiques.

[0057] Il est connu en effet un certain nombre d’'inhibiteurs des voies de synthése des lipides voire méme de 'amidon
(hydrate de carbone de réserve par excellence des microalgues vertes) :

- pour les lipides, la cérulénine est décrite comme inhibiteur de la synthése des acides gras, ou la lipstatine, substance
naturelle produite par Streptomyces toxytricini, comme inhibiteur des lipases...

- pour 'amidon, les iminosucres (obtenu par simple substitution de I'atome d’oxygéne endocyclique des sucres par
un atome d’azote) sont historiquement connus en tant qu’inhibiteurs puissants des glycosidases, des glycosyltrans-
férases, des glycogénes phosphorylases, ou de 'UDP-Galp mutase.

[0058] Ainsi, le procédé comprend la fermentation d’'une biomasse de microalgues en conditions hétérotrophiques
avec une premiere étape de croissance de la biomasse et avec une deuxiéme étape de carence du milieu de fermentation
en une source nutritionnelle non azotée.

[0059] Cette deuxieme étape permet d’enrichir la biomasse en protéine. En particulier, elle permet d’atteindre une
teneur en protéines de la biomasse de plus de 50 % en poids (en poids de matiére séche).

[0060] Dans un premier mode préféré de réalisation conforme a l'invention, le procédé de culture hétérotrophique
desdites microalgues, notamment Chlorella sorokiniana, comprend:

o une premiére étape de croissance des microalgues, ou le débit d’apport en glucose est ajusté a leur capacité de
consommation, de fagon a obtenir rapidement une biomasse importante,

o une deuxiéme étape de production de protéines par les microalgues, ou le débit d’apport en glucose est fixé a
une valeur nettement en dessous de leur capacité de consommation du glucose, de fagon a empécher I'accumulation
supplémentaire de substances de réserve, voire favoriser leur consommation.

[0061] Comme il sera exemplifié ci-apres, la premiére étape de croissance des microalgues est réalisée en mode
discontinu ou "batch", dans lequel le glucose apporté initialement est entierement consommeé par la microalgue, con-
duisant a la production d’'une biomasse de base.

[0062] La deuxiéme étape de production de protéines est conduite dans des conditions ou on réalise :

- soitun apport de milieu complet en mode semi-continu, dit « fed-batch », aprés la consommation du glucose apporté
initialement ; les autres parametres de conduite de la fermentation sont inchangés.

[0063] Le glucose est apporté en continu et la vitesse d’apport est alors inférieure a la vitesse de consommation que
la souche pourrait réaliser de sorte que la teneur résiduelle en glucose dans le milieu est maintenue nulle.
[0064] La croissance de la souche est alors limitée par la disponibilité en glucose (condition glucose-limitant).

- unfonctionnement en continu de type chemostat, dans lequel le taux de croissance de la souche () est maintenu
a sa valeur minimale, la croissance de la souche étant limitée par I'apport en glucose.

[0065] Ce mode de fonctionnement permet d’obtenir une biomasse a forte teneur en protéines grace a la limitation
en glucose et au faible taux de croissance imposé tout en assurant une trés bonne productivité.

[0066] Dans un deuxiéme mode préféré de réalisation conforme a I'invention, le procédé de culture hétérotrophique
desdites microalgues, notamment Chlorella protothecoides, comprend une étape de croissance des microalgues dans
laquelle une limitation de I'apport en phosphates limite la vitesse de croissance et entraine une augmentation de la
teneur en protéines. Ainsi, la culture hétérotrophique des microalgues de I'espéce Chlorella protothecoides comprend
une étape de culture hétérotrophique avec une carence en phosphates, la vitesse de croissance étant ainsi réduite et
entrainant une augmentation de la teneur en protéines.
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Exemple 1 : Production de Chlorella sorokiniana en fermentation de type « batch séquentiel » sans limitation
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L’invention sera mieux comprise a I'aide des exemples qui suivent, lesquels se veulent illustratifs et non limitatifs.

de I'apport en milieu nutritif

[0068]
University of Texas at Austin - USA).

Préculture :

[0069]

- 600 mL de milieu dans un Erlenmeyerde 2 L ;
- Composition du milieu (tableau 1 ci-dessous)

Tableau 1.

[0070]
suivantes :

- durée:72h;
- température : 28°C;

La souche utilisée est une Chlorella sorokiniana (souche UTEX 1663 - The Culture Collection of Algae at the

Glucose 20

_ | KeHPO4.3H20 0,7
S, |MgS047H20 0,34
2 @ | Acide citrique 1,0
gg Urée 1,08
:% NaSO4 0,2
Na-COs 0,1
clerol FBA 3107 (antimousse) | 0,5
Na:EDTA 10
CaCl..2H20 80

% FeS0..7H20 40
o £ [MnS0..4H20 0,41
£ £|C080..7H20 0,24
£ |CuS0..5H20 0,24
2 |ZnS0..7H20 0,5
HsBOs 0,11
(NH4)6M07027.4H20 0,04

- agitation : 110 rpm (Incubateur Infors Multitron).

[0071]

Culture pour production de biomasse :

[0072]

Le pH est ajusté a 7 avant stérilisation par ajout de NaOH 8N. L’incubation se déroule dans les conditions

La préculture est ensuite transférée dans un fermenteur de 30L de type Sartorius.

Le milieu est identique a celui de la préculture, mais 'urée est remplacée par du NH,CI.
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Tableau 2.

Glucose 20
~ KoHPQO43H20 0,7
o > |MgS0.7H20 0,34
o £ | Ac Citrique 1,0

o <
EGE’ NH4CI 1,88
3 |NazSO. 0,2

clerol FBA 3107

(antimousse) 0,5
Na:EDTA 10
CaCl» 80

% FeS0..7H20 40
o £ |MnS0..4H20 0,41
S £ |C0S0..7H20 0,24
£ | CuS04.5H20 0,24
2 |ZnS0..7H20 0,5
HsBOs 0,11
(NH4)6M07027.4H20 0,04

[0073] Le volume initial (Vi) du fermenteur est ajusté a 13,5 L aprés ensemencement. Il est porté a 16 - 20 L en final.
[0074] Les paramétres de conduite de la fermentation sont les suivants :

Tableau 3.
Température | 28 °C
pH 5,0 - 5,2 par NH; 28% p/p
pO, > 20% (maintenue par agitation)
Agitation 300 RPM mini
Débit d’air 15 L/min

[0075] Lorsque le glucose apporté initialement est consommé, un apport de milieu identique au milieu initial, sans
I'antimousse, est réalisé sous forme d’une solution concentrée contenant 500 g/L de glucose et les autres éléments
dans les mémes proportions par rapport au glucose que dans le milieu initial, de fagon a obtenir une teneur en glucose
de 20 g/L dans le fermenteur.

[0076] Deux autres ajouts identiques sont réalisés de la méme maniére a chaque fois que la concentration résiduelle
en glucose devient nulle.

[0077] De I'antimousse Clerol FBA 3107 est ajouté a la demande pour éviter un moussage excessif.

Résultats :

[0078] Apres 46 hde culture, on obtient 38 g/L de biomasse a une teneur en protéines (évalué parle N 6,25) de 36,2 %

Exemple 2 : Production de C. sorokiniana en fermentation de type « fed batch » avec apport en glucose limitant

[0079] Dans cet exemple, un apport de milieu complet (mode « fed-batch ») est démarré aprés la consommation du
glucose apporté initialement. Les autres parametres de conduite de la fermentation sont inchangés.

[0080] Le glucose estapporté en continu a I'aide d’une solution concentrée a 500 g/L. La vitesse d’apport est inférieure
ala vitesse de consommation que la souche pourrait réaliser de sorte, que la teneur résiduelle en glucose dans le milieu
est maintenue nulle, c’est-a-dire que la croissance de la souche est limitée par la disponibilité en glucose (condition
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glucose-limitant).

[0081] Cette vitesse est augmentée au cours du temps de fagon exponentielle. La formule servant a calculer le débit
d’ajout est caractérisée par un facteur p qui correspond au taux de croissance que la souche peut adopter si elle
consomme tout le glucose fourni :

S=Soxexp(u.t)

S = débit d’apport en glucose (en glh)

So = débit d’apport initial en glucose, déterminé en fonction de la biomasse présente en fin de batch. Il est de 12
g/h dans nos conditions.

u = facteur d’accélération du débit. Il doit étre inférieur a 0,11 h'! qui est le taux de croissance de la souche en
absence de limitation nutritionnelle.

t = durée du fed-batch (en h)

[0082] Les sels sont apportés si possible en continu, séparément ou en mélange avec le glucose. Mais ils peuvent
étre aussi apportés séquentiellement en plusieurs fois.
[0083] Le tableau 4 ci-dessous donne les besoins en sels pour 100 g de glucose.

Tableau 4.

= Glucose 100

o o |KHPO43H20 6,75
S [MgS0O,7H20 1,7
= E, Ac Citrique 5,0
® | Na2SO4 1,0
Na-EDTA 50
CaCl»2H20 400

o |FeS04.7H20 200

o = [MnSO.4H20 2.1
§ qu; C0S04.7H20 1,2
\GEJ CuS04.5H20 1,2

© | ZnS04.7H20 2,5
HsBOs 0,6
(NH4)6M07027.4H20 0,2

[0084] Les concentrations des autres éléments que le glucose ont été déterminées de fagon a étre en exces par
rapport aux besoins nutritionnels de la souche.
[0085] De I'antimousse Clerol FBA 3107 est ajouté a la demande pour éviter un moussage excessif.

Résultats : effet de la vitesse d’apport en glucose durant le fed-batch

[0086] Des essais ont été effectués a différentes vitesses d’apport du glucose en « fed-batch ». lls sont caractérisés
par le w appliqué. La teneur en protéine de la biomasse obtenue est évaluée par la mesure de I'azote total exprimée
en N 6.25.

Tableau 5.
Essai | nfed (h-1) | Durée (h) | Biomasse (g/L) | Productivité (g/L/h) | % N6.25
1 0,06 78 43,6 0,56 49,2
2 0,07 54 35,1 0,65 431
3 0,09 48 64,9 1,35 39,3
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[0087] Ces résultats montrent que le fait de travailler a glucose limitant permet d’augmenter la teneur en protéines.
[0088] Il est en effet observé que, méme avec un p élevé de 0,09, on obtient une teneur en protéines plus élevée que
celle obtenue sans limitation comme dans I'exemple 1 (39,3 % au lieu de 36,2 %).

[0089] Accentuer la limitation du métabolisme par le glucose entraine une amélioration supplémentaire de la teneur
en protéines.

[0090] Dans les conditions de ces essais, il est nécessaire d’'imposer a la souche un . inférieur a 0,06 h-1 pour obtenir
une teneur en protéines supérieure a 50%.

[0091] Il est a noter que cette condition va de pair avec une réduction de la productivité : 0,56 g/L/h au lieu de 1,35
g/L/h avec I'essai 3.

Exemple 3 : Production de C. sorokiniana en fermentation continue de type chemostat avec apport de glucose
limitant

[0092] Dans cet exemple, le fermenteur utilisé est un 2L de type Sartorius Biostat B.

[0093] Il est réalisé comme I'exemple 2, mais avec des volumes 10 fois plus faibles : I'inoculum est de 60 ml et le
volume initial de 1,35L.

[0094] L’apport en continu du milieu est démarré selon le méme principe que dans I'exemple 2, les sels étant dans
ce cas mélangés avec le glucose dans la nourrice d’alimentation. La vitesse d’apport est accélérée selon la méme
formule exponentielle que dans I'exemple 2 en appliquant un p. de 0,06 h-1.

Chemostat

[0095] Lorsqu’un volume de 1,6 L est atteint, soit une concentration en biomasse d’environ 50 g/L, le fonctionnement
en continu de type chemostat est mis en place :

1. Le fermenteur est alimenté en continu a un débit de 96 ml/h par une solution de milieu nutritif a 100 g/L de glucose
de composition suivante :

Tableau 6.

- Glucose 100
o0 2 |K:HPO,3H20 6,75
S 2 [MgS0.7H20 17
2\% Ac Citrique 5,0

© [Na2SO4 1,0

Na-EDTA 50
CaCl»2H20 400

% FeS0,.7H20 200
o £ |MnS0..4H20 2.1
S 2 |C080..7H20 1,2

£ |CuSO..5H20 1,2
2 |2ZnS0.7H20 2,5

HsBOs 0,6
(NH4)6MO7027.4H20 0,2

Les concentrations des autres éléments que le glucose ont été déterminé de fagon a étre en exces par rapport aux
besoins nutritionnels de la souche.

2. Du milieu est soutiré en continu du fermenteur grace a un tube plongeant relié a une pompe de fagon a maintenir
le volume de la culture a 1,6L.

[0096] Ainsi, le milieu est renouvelé d’une fraction 0,06 (6 %) par heure. Ce taux de renouvellement est appelé taux
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de dilution (D).
[0097] Conformément au principe de la culture en chemostat, le taux de croissance de la souche () s’établit a la
méme valeur car la croissance de la souche est limitée par I'apport en glucose :

D=p=0,06h"
Résultats

[0098] Apres 97 h de fonctionnement en chemostat, la concentration en biomasse se stabilise 248 g/L +/-2 g/L et la
teneur en protéine a 53 +/- 2 %.

[0099] Ce mode de fonctionnement permet d’obtenir une biomasse a forte teneur en protéine grace a la limitation en
glucose et au faible taux de croissance imposé tout en assurant une trés bonne productivité, de I'ordre de 2,9 g/L/h,
grace a la concentration élevée en biomasse.

Exemple 4 : Production de Chlorella protothecoides en fermentation de type batch avec ou sans limitation de
I'apport en phosphate

[0100] La souche utilisée est une Chlorella protothecoides (souche CCAP211/8D - The Culture Collection of Algae
and Protozoa, Scotland, UK).

Préculture :

[0101]

© 150 mL de milieu dans un Erlenmeyer de 500 mL ;
o Composition du milieu : 40 g/L de glucose + 10 g/L d’extrait de levure.

[0102] L’incubation se déroule dans les conditions suivantes : durée : 72 h ; température : 28°C ; agitation : 110 rpm
(Incubateur Infors Multitron).

[0103] La préculture est ensuite transférée dans un fermenteur de 2 L de type Sartorius Biostat B.

Culture pour production de biomasse :

[0104] La composition du milieu de culture est la suivante (en g/L) :

Tableau 7.

Glucose 80

Acide citrique 4

NH4CI 2

KH2PO4 2 (essai1)ou 3 (essai?2)
Na2HPO4 2 (essai1)ou 3 (essai?2)
MgS04, 7H20 1,5

NaCl 0,5

Extrait de levure 5

[0105] L’apport en phosphate est calculé pour étre limitant dans I'essai 1 et en exces dans I'essai 2. De I'antimousse
Clerol FBA 3107 est ajouté a la demande pour éviter un moussage excessif. Le volume initial (Vi) du fermenteur est
ajusté a 1 L aprés ensemencement.

[0106] Les paramétres de conduite de la fermentation sont les suivants :

Tableau 8.

Température | 28 °C

10
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(suite)
pH 6,5 par NH; 28% p/p
pO, > 20% (maintenue par agitation)
Agitation 200 RPM mini
Débit d’air 1 Umin
[0107] Résultats :
Tableau 9.
Essai | Durée (h) | Biomasse (g/L) | wcumulé (h-1) | PO4 résiduel (mg/L) | % N6.25
1 45 36,5 0,07 0 56,1
2 36 38,1 0,09 800 48,1

[0108] Ces résultats montrent qu’une limitation de I'apport en phosphate, confirmée par I'absence de phosphate
résiduel en fin de fermentation, limite la vitesse de croissance (mesurée par le p cumulé) et, comme la limitation par le
glucose dans les exemples précédents, entraine une augmentation de la teneur en protéines pour atteindre des valeurs
nettement supérieures a 50 %.

ASPECTS DE L'INVENTION

[0109] Aspect 1 - Procédé d’enrichissement en protéines d’'une microalgue cultivée en hétérotrophie, microalgue du
genre Chlorella, caractérisé en ce que la culture hétérotrophique comporte une étape visant a limiter la croissance de
ladite microalgue par une carence du milieu de fermentation en une source nutritionnelle non azotée, permettant ainsi
d’atteindre une teneur en protéines de la biomasse de plus de 50 % en poids.

[0110] Aspect 2 - Procédé selon l'aspect 1, caractérisé en ce que la source nutritionnelle non azotée carencée est
une substance nutritive choisie dans le groupe constitué du glucose et des phosphates.

[0111] Aspect 3 - Procédé selon I'une ou 'autre des aspects 1 et 2, caractérisé en ce que la source nutritionnelle est
carencée de sorte a obtenir une vitesse de croissance diminuée de 10 a 60 % par rapport a la vitesse de croissance
sans limitation de ladite source nutritionnelle.

[0112] Aspect 4 - Procédé selon 'une quelconque des aspects 1 a 3, caractérisé en ce que la microalgue du genre
Chlorella est choisie dans le groupe constitué de Chlorella sorokiniana et Chlorella protothecoides.

[0113] Aspect 5 - Procédé selon I'aspect 4, caractérisée en ce que la substance nutritive est apportée de maniére a
obtenir une vitesse de croissance comprise entre 0,06 h-1 et 0,09 h-1.

[0114] Aspect 6 - Procédé selon I'une quelconque des aspects 1 a 5, caractérisé en ce que la durée de la phase de
culture carencée est d’au moins 1 h, de préférence d’au moins 10 h, plus préférentiellement d’au moins 20 h, notamment
entre 30 et 60 h.

[0115] Aspect 7 - Procédé selon I'une quelconque des aspects 1 a 6, caractérisé en ce que la culture hétérotrophique
des microalgues de I'espece Chlorella sorokiniana comprend :

a. une premiére étape de croissance des microalgues, ou le débit d’apport en glucose est ajusté a leur capacité de
consommation, de fagon a obtenir rapidement une biomasse importante,

b. une deuxiéme étape de production de protéines par les microalgues, ou le débit d’apport en glucose est fixé a
une valeur nettement en dessous de leur capacité de consommation du glucose, de fagon a empécher I'accumulation
supplémentaire de substances de réserve, voire favoriser leur consommation.

[0116] Aspect 8 - Procédé selon 'une quelconque des aspects 1 a 6, caractérisé en ce que la culture hétérotrophique
des microalgues de I'espéce Chlorella protothecoides comprend une étape de culture avec une carence en phosphates
qui limite la vitesse de croissance et entraine une augmentation de la teneur en protéines.

Revendications

1. Procédé d’enrichissement en protéines d’une microalgue cultivée en hétérotrophie, microalgue du genre Chlorella,
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caractérisé en ce que la culture hétérotrophique comporte une étape visant a limiter la croissance de ladite mi-
croalgue par une carence du milieu de fermentation en phosphate, permettant ainsi d’atteindre une teneur en
protéines de la biomasse de plus de 50 % en poids.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que la source nutritionnelle est carencée de sorte a obtenir
une vitesse de croissance diminuée de 10 a 60 % par rapport a la vitesse de croissance sans limitation de ladite
source nutritionnelle.

Procédé selon 'une quelconque des revendications 1 a 2, caractérisé en ce que la microalgue du genre Chlorella
est choisie dans le groupe constitué de Chlorella sorokiniana et Chlorella protothecoides.

Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que la microalgue du genre Chlorella est Chlorella protothe-
coides.

Procédé selon la revendication 3 ou 4, caractérisée en ce que la substance nutritive est apportée de maniére a
obtenir une vitesse de croissance comprise entre 0,06 h-1 et 0,09 h-1.

Procédeé selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caractérisé en ce que la durée de la phase de culture
carencée est d’au moins 1 h, de préférence d’au moins 10 h, plus préférentiellement d’au moins 20 h, notamment
entre 30 et 60 h.

Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérisé en ce que la culture hétérotrophique des

microalgues de I'espéce Chlorella protothecoides comprend une étape de culture avec une carence en phosphates
qui limite la vitesse de croissance et entraine une augmentation de la teneur en protéines.

12
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